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Les Novirhabdovirus, tels que le Virus de la Septicémie Hémorragique Virale (vSHV) ou le virus de 
la Nécrose Hématopoiétique Infectieuse (vNHI) sont des rhabdovirus infectant les poissons à basse 
température. L’utilisation de systèmes de génétique inverse développés dans notre laboratoire ont 
permis, en manipulant le génome viral, de produire des virus recombinés exprimant à leur surface 
différents antigènes d’intérêt pour la vaccination contre des virus affectant les mammifères, dont 
l’homme. Dans cette communication, nous présentons le développement de vaccins contre le virus du 
Nil Occidental, un Flavivirus et contre un virus grippal. Dans ce dernier exemple, nous avons produit 
des Novirhabdovirus exprimant l’hémagglutinine HA, très immunogène, d’un virus grippal H1N1. 
Ces virus recombinés injectés chez la souris induisent une protection totale de ces souris immunisées 
face à une épreuve létale avec le virus grippal. Cette plateforme vaccinale présente de nombreux 
avantages : i) les virus recombinés sont faciles et rapides à produire en masse, ii) ils peuvent incor-
porer n’importe quel antigène d’intérêt à leur surface, iii) ils ne nécessitent pas d’adjuvant lors des 
immunisations, iv) ils sont naturellement inactivés au-delà de 20°C, rendant ainsi inutile le processus 
d’inactivation.
Mots-clés : Novirhabdovirus, génétique inverse, plateforme vaccinale, Virus du Nil Occidental, virus grippal.
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Novirhabdoviruses such as the Viral Hemorrhagic Septicemia Virus (VHSV) or the Infectious 
Hematopoietic Necrosis Virus (IHNV) are rhabdoviruses infecting fish at low temperature. The use of 
reverse genetics system developed in our laboratory allowed, by manipulating the viral genome, the 
recovery of recombinant virus expressing at the viral envelope various antigens of interest against 
animal or human viruses to vaccinate mammalian. In the current article, we present the generation 
of a new vaccine against the West Nile Virus, a Flavivirus and against influenza virus. In the latter 
example, we have produced recombinant Novirhabdoviruses expressing the hemagglutinin HA from 
H1N1 influenza virus. These recombinant viruses, when injected in mice, induce a complete protection 
of the immunized mice against a lethal challenge with influenza virus. That new vaccine platform 
offers several advantages i)The recombinant viruses are easy and fast to be mass produced ii) They 
can incorporate any antigen of interest at the viral envelope iii) Immunizations do not need adjuvant 
addition iv) They are naturally inactivated at temperature higher than 20°C, thus do not require any 
inactivation process.  
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LES NOVIRHABDOVIRUS
Les Novirhabdovirus, tels que vSHV et vNHI, sont des rhab-
dovirus infectant principalement mais pas exclusivement les 
salmonidés et donc adaptés à se multiplier à basse température 
(10-14°C). Les Novirhabdovirus sont des pathogènes majeurs 
pour les élevages de salmonidés, en particulier les alevins, pou-
vant entrainer 100% de mortalité des animaux en deux à trois 
semaines. Il n’existe pas actuellement en Europe de vaccins 
commercialisés et utilisés par les éleveurs bien que différentes 
approches vaccinales aient été élaborées dans différents labo-
ratoires de recherche (virus atténués, vaccins ADN, protéines 
recombinantes etc…). Ces virus ont un génome constitué d’une 
molécule d’ARN simple brin de polarité négative codant cinq 
protéines structurales et une protéine non structurale NV qui 
joue un rôle important dans la pathogénicité de ces virus. 
Chaque gène est constitué de séquences de démarrage et d’arrêt 
de transcription reconnues par la polymérase virale et d’une 
région codante. Ces gènes sont séparés le long du génome 
par des régions inter-géniques non codantes. Depuis plusieurs 
années notre laboratoire a élaboré pour ces virus des systèmes 
dit de génétique inverse permettant la manipulation ciblée du 
génome de ces virus et de produire des virus recombinés pour 
différentes applications.
 LES NOVIRHABDOVIRUS COMME 
PLATEFORME VACCINALE
Comme mentionné ci-dessus, les Novirhabdovirus 
se multiplient à basse température et sont totale-
ment inactivés (non réplicatifs) au-delà de 20°C et 
donc inoffensifs pour les animaux à sang chaud 
dont l’homme. Comme nous le verrons plus loin, 
cette caractéristique a été mise à profit pour le déve-
loppement d’une plateforme vaccinale basée sur les 
Novirhabdovirus. Ces virus ressemblent morphologi-
quement aux rhabdovirus de mammifères tel que le 
virus de la rage. Ils ont une forme dite « en obus », ce 
sont des virus enveloppés qui présentent à leur surface 
une glycoprotéine G unique, qui induit la synthèse 
d’anticorps neutralisant chez les animaux infectés. 
Une caractéristique de ces virus est la flexibilité de leur génome 
et de la particule virale. En effet, si la taille du génome viral est 
augmentée par l’introduction de gènes additionnels, la taille de la 
particule virale augmente elle aussi proportionnellement (figure 1). 
Il n’y a pas de contrainte physique contrairement à des virus 
dont le génome est renfermé dans une capside rigide. Cette 
flexibilité et cette absence de contrainte physique favorisent la 
stabilisation des gènes additionnels dans le génome viral. Il y a 
quelques années nous avons élaboré au laboratoire des systèmes 
dits de « génétique inverse » qui permettent la manipulation 
dirigée de ces génomes viraux à ARN via des intermédiaires 
ADNc (Biacchesi et al. 2000, 2010). En 2006, nous avons 
produit un virus recombiné qui exprimait un gène traceur sur-
numéraire codant la Luciférase qui nous a permis de montrer 
par imagerie in vivo en bioluminescence que la porte d’entrée 
des Novirhabdovirus chez la truite était la base des nageoires 
(Harmache et al. 2006). Pour produire ce virus recombiné, nous 
avions modifié le génome viral en introduisant artificiellement 
une cassette d’expression c’est-à-dire un cistron supplémentaire, 
dans une région intergénique, constitué de la séquence de 
démarrage de transcription, du gène d’intérêt et de la séquence 
d’arrêt de transcription (figure 2 A et B).
Figure 1 : Clichés d’observation en microscopie électronique, de particules virales purifiées, 
montrant la différence de taille entre un virus rSHV et un virus recombiné rSHV-GFP dont la 
taille du génome est plus grande.
Figure 2 : (A) Représentation schématique du génome ARN de polarité négative d’un Novirhabdovirus (vSHV) codant les cinq protéines structurales N/P/M/G/L 
et la protéine non structurale NV. (B) Représentation schématique du génome modifié par l’insertion d’une cassette d’expression codant la luciférase (LUC) dans 
la région intergénique N-P.
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De nombreux virus recombinés ont par la suite été produits, qui 
exprimaient des antigènes très variés avec des taux d’expression 
très élevés dans les cellules infectées. Des virus recombinés expri-
mant simultanément plusieurs antigènes hétérologues ont égale-
ment été efficacement produits (Brémont & Harmache, 2006). La 
grande majorité de ces virus recombinés ont été générés comme 
outil vaccinal potentiel pour lutter contre différentes maladies 
virales affectant les salmonidés. Cela nous a permis de confirmer 
dans de nombreux cas la grande stabilité de l’expression des gènes 
surnuméraires hétérologues tant en culture cellulaire in vitro qu’in 
vivo chez les poissons infectés expérimentalement.
Les Novirhabdovirus sont des virus qui se multiplient à des titres 
viraux très élevés en culture de cellules de poisson (109 ufp/mL), 
ils sont donc faciles à produire en masse et à des coûts faibles. 
Au-delà de 20°C, ces virus sont incapables de se multiplier, et 
sont donc sans aucun danger pour les animaux à sang chaud 
dont l’homme. Chez les mammifères, il n’existe évidemment pas 
d’immunité préexistante vis-à-vis des Novirhabdovirus. Toutes 
ces observations nous ont conduits au développement des 
Novirhabdovirus comme plateforme vaccinale pour les animaux 
à sang chaud. Notre premier modèle d’étude a été le virus du Nil 
occidental (West Nile Virus, WNV) qui affecte principalement 
les oiseaux, les chevaux et les hommes. 
 Les Novirhabdovirus comme plateforme 
vaccinale contre le virus West Nile
Le virus West Nile appartient à la famille des Flavivirus au même titre 
que le virus de la Dengue. Ce virus est responsable d’encéphalites 
mortelles chez l’homme et chez le cheval. Transmis par des insectes 
hématophages comme les moustiques du genre Culex ou Aedes, 
on parle d’arbovirus (de l’anglais arthropod-born virus).Ce virus 
est présent chez les oiseaux qui constituent son réservoir naturel. 
Cette maladie se développe notamment en Amérique du Nord et en 
Europe. Il existe sur le marché européen des vaccins pour les chevaux 
mais à virus entiers inactivés: ils nécessitent donc un processus long 
d’inactivation et de validation de d’absence de virulence résiduelle. 
La glycoprotéine E du virus West Nile d’environ 50 kDa est la princi-
pale protéine de surface, on en dénombre 180 à la surface du virion. 
La glycoprotéine E est la cible majeure de la réponse immunitaire 
de l’hôte face à l’infection par le virus West 
Nile. C’est elle qui induit majoritairement 
une production d’anticorps neutralisants. 
Elle est organisée en trois domaines, nommés 
domaines I, II et III. La conformation du 
domaine III ressemble à celle d’un domaine 
constant d’immunoglobulines, et ce domaine 
possède le site de liaison au récepteur du 
virus West Nile. Des études ont montré que 
des mutations dans ce domaine altèrent la 
virulence du virus. Ce domaine représente la 
principale cible des anticorps neutralisants. 
Le développement de vaccins contre le virus 
West Nile doit obligatoirement cibler tout 
ou partie de la glycoprotéine E. Nous avons 
entrepris une étude visant à faire exprimer par les Novirhabdovirus 
la glycoprotéine E (Nzonza et al. 2014). Pour cela le gène entier de 
la glycoprotéine E du virus West Nile (E-WNV) a été inséré dans 
le génome du virus recombiné SHV dans la cassette d’expression 
additionnelle entre les gènes N et P. L’ADNc codant le gène de cette 
glycoprotéine, a été amplifié par RT-PCR à l’aide d’amorces spéci-
fiques, à partir de l’ARN génomique de la souche Israël 1998. Ce 
virus recombiné SHV-EWNV a été produit et grâce à des techniques 
d’immunofluorescence sur des cellules infectées, il a été montré 
que la glycoprotéine E était exprimée mais sous forme ponctiforme 
car retenue dans le réticulum endoplasmique (RE). L’objectif de 
ce projet était de de générer des virus recombinés exprimant cette 
glycoprotéine E-WNV à leur surface. Le virus West Nile bourgeonne 
au niveau des membranes du RE, sa glycoprotéine E est donc adres-
sée et ancrée au niveau de la membrane du RE. Contrairement au 
virus West Nile, le virus SHV que l’on souhaite utiliser en tant que 
vecteur bourgeonne à partir de la membrane plasmique au niveau des 
zones où s’accumule sa glycoprotéine G (G-SHV). Afin d’optimiser 
l’adressage de la glycoprotéine E-WNV à la membrane plasmique, le 
gène codant cette glycoprotéine a été fusionné à son extrémité 5’ à 
la séquence du peptide signal de la G-SHV (PSG) et à la séquence de 
la région transmembranaire de la G-SHV (TMG) à son extrémité 3’ 
(Brémont & Nzonza, 2012). Un virus recombiné SHV exprimant 
simplement le domaine III de la glycoprotéine E-WNV fusionné 
également à PSG et TMG a également été produit. 
Par des expériences d’immunofluorescence, à l’aide d’un anti-
corps monoclonal dirigé contre le domaine III de la glycoproté-
ine E-WNV et sur des cellules vivantes infectées par les virus SHV 
recombinés , il a pu être confirmé que lorsque la glycoprotéine E 
ou partie de la glycoprotéine E est fusionnée aux PSG et TMG, il 
y a expression des antigènes à la surface des cellules.
Lorsque le virus SHV bourgeonne à la surface des cellules infec-
tées, il entraine avec lui la membrane cellulaire qui constitue alors 
l’enveloppe du virus dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines 
exprimées à la membrane cellulaire, comme la glycoprotéine GSHV 
et la glycoprotéine EWNV ou le domaine III de la glycoprotéine 
EWNV. Cela a été confirmé par Western-blot sur des préparations 
de virus purifiés et également par des observations en microscopie 
électronique après immuno-marquage avec des billes d’or (figure 3).
Figure 3 : Observation par microscopie électronique de particules virales purifiées vSHV-DIII, incubées 
avec un anticorps monoclonal anti G SHV (gauche) ou anti-DIII (droite), puis marquées avec un anticorps 
couplé à des billes d’or (Points  noirs  sur l’image).
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Pour évaluer l’immunogénicité de ces virus recombinés expri-
mant tout ou partie de la glycoprotéine E du virus West Nile, des 
souris Balb/c ont été immunisées par trois injections (10 mg de 
virus purifié/injection) par voie sous cutanée en présence d’ad-
juvant. Par Western-blot et par ELISA, il a été montré que dès 
la 2ème immunisation, toutes les souris injectées par les différents 
virus recombinés ont développé une très forte réponse humorale 
dirigée contre les protéines virales du virus SHV et de la glyco-
protéine E du virus West Nile. À l’exception du virus rSHV-DIII 
qui, bien qu’exprimant fortement DIII à la surface de la particule 
virale, n’a induit aucune réponse humorale spécifique au virus 
West Nile chez les souris injectées, on peut émettre l’hypothèse 
d’un masquage de ce peptide à la surface des virus recombinés. 
Une alternative serait d’exprimer ce domaine III sous forme mul-
timérique. Les sérums des autres groupes de souris immunisées 
ont été testés pour leur activité de séro-neutralisation vis-à-vis du 
virus West Nile, mais surtout ces souris ont été soumises à une 
épreuve avec le virus West Nile. Le graphe (figure 4) présente le 
pourcentage de survie des souris immunisées avec différents virus 
recombinés. On peut voir que 60% des souris immunisées avec 
les virus recombinés exprimant la glycoprotéine E du virus West 
Nile sont protégées d’une infection létale par le virus West Nile.
 Protection totale des souris vis-à-vis d’un 
virus grippal H1N1 après immunisation, en 
l’absence d’adjuvant, avec un Novirhabdovirus 
recombiné
Dans cette étude, nous avons voulu générer par génétique 
inverse des Novirhabdovirus exprimant l’ectodomaine de la 
glycoprotéine HA d’un virus grippal H1N1 A/PR8/34 (Rouxel 
et al 2016). Le but était de voir le niveau de protection contre un 
virus grippal dans un modèle souris largement utilisé et validé 
dans de nombreux laboratoires. Pour cela, nous avons modifié le 
génome des Novirhabdovirus pour introduire une cassette d’ex-
pression entre les gènes N et P. L’ectodomaine de la glycoprotéine 
HA a été fusionné en N terminal au peptide signal (PS) et en C 
terminal à la partie transmembranaire 
TM de la glycoprotéine G du virus SHV 
(figure 5).  
L’hémagglutinine HA est l’une des trois 
protéines de surface des virus grippaux, 
qui permet la reconnaissance des récep-
teurs cellulaires, les acides sialiques. C’est 
aussi une protéine responsable de l’in-
duction d’anticorps neutralisants chez 
l’hôte infecté, c’est donc la protéine d’in-
térêt dans une optique vaccinale.
Des Novirhabdovirus recombinés expri-
mant l’hémagglutinineHA, vSHV-HA et 
vNHI-HA ont été générés, caractérisés et 
produit en masse. Tout comme pour les 
virus recombinés exprimant le glycopro-
téine E du virus West Nile (cf ci-dessus), 
vSHV-HA et vNHI-HA expriment bien 
à leur surface l’ hémagglutinine HA. La 
conformation de cette hémagglutidine 
HA semble correcte car reconnue par 
différents anticorps monoclonaux et 
clivable par la trypsine en HA1 et HA2 
(figure 6).
Des souris immunisées avec ces virus 
recombinés, en présence d’adjuvant, ont 
développé une réponse humorale vis-à-
vis de l’hémagglutidine HA et en parti-
culier, des anticorps neutralisants à des 
titres élevés (moyenne >2500). Lorsque 
ces souris immunisées ont été soumises 
à une épreuve létale avec le virus grippal 
H1N1, il n’y a pas eu de perte de poids 
contrairement aux souris immunisées 
avec le vSHV sauvage (n’exprimant pas 
Figure 4 : Courbes de survie de souris immunisées par des virus SHV (VHSV) porteurs d’antigènes dérivés 
de la E de WNV et infectées avec des doses létales de WNV. Les lettres A-C à droite de la figure reflètent le 
groupement statistique des différents groupes. Les groupes qui partagent les mêmes lettres ne sont pas signifi-
cativement différents (p>0,05), alors que ceux qui ne partagent pas une même  lettre sont significativement 
différents (p<0,05)
Figure 6: Clivage de la HA exprimée par les Novirhabdovirus après traitement par la trypsine (TPCK).- 
absence de trypsine, + présence de trypsine. HA0, forme non clivée de HA.
Figure 5 : Modification des génomes du vSHV et du vNHI par l’introduction d’une cassette d’expression 
surnuméraire contenant la HA d’un virus grippal H1N1.
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l’hémagglutidine HA) et pas ou peu de signes cliniques ont été 
observés. Deux semaines après l’épreuve grippale, toutes les 
souris immunisées avec vSHV-HA ou vNHI-HA ont été protégées 
alors que 20% des souris immunisées avec vSHV ont survécu. 
Pour aller plus loin dans cette étude, nous avons étudié si l’addi-
tion d’adjuvant lors des immunisations de souris était vraiment 
nécessaire. En effet lors des études menées avec rSHV-EWNV, 
nous avions observé chez des souris injectées avec rSHV-EWNV, 
en absence d’adjuvant, une très forte réponse immunitaire 
contre les protéines du vSHV, ce qui semblait indiquer que la 
plateforme vaccinale vSHV (ou vNHI) à elle seule était suffisante 
pour induire une réponse immunitaire.
Nous avons donc répété les études d’immunisation et de pro-
tection (comme ci-dessus) avec les virus recombinés vSHV-HA 
et vNHI-HA en absence totale d’adjuvant. Comme précédem-
ment, les souris immunisées ont développé une forte réponse 
d’anticorps neutralisant vis-à-vis du virus H1N1. De même que 
précédemment, ces souris immunisées et soumises au virus 
d’épreuve H1N1 n’ont pas présenté de signes cliniques, de perte 
de poids et ont été à 100% protégées du virus grippal (figure 7).
CONCLUSION
Par les deux exemples présentés ci-dessus, nous avons montré 
que les Novirhabdovirus de poisson pouvaient constituer une 
plateforme vaccinale efficace pour la protection contre des 
virus pandémiques tels que le virus de la grippe. La validation 
du potentiel vaccinal de ces Novirhabdovirus recombinés a été 
apportée par l’immunisation de souris. La suite logique de ces 
études est la démonstration dans des modèles animaux plus 
proches de la réalité du terrain comme par exemple le porc dans 
le cas du virus grippal.
Cette nouvelle plateforme vaccinale présente de nombreux 
avantages :
-  les Novirhabdovirus se multiplient à des titres élevés en culture 
cellulaire (>109 UFP/mL) et peuvent être produits rapidement 
en grande quantité et à moindre coût ;
-  ces virus sont naturellement inactivés au-delà de 20°C. Pas 
besoin de traitement chimique ou physique ni de test lourds et 
coûteux pour valider l’inactivation ;
-  en théorie n’importe quel antigène peut être exprimé à la sur-
face des particules virales par la fusion du peptide signal et de 
la région transmembranaire, dérivés de la glycoprotéine G de 
ces Novirhabdovirus ;
-  enfin l’addition d’adjuvant lors des immunisations n’est pas 
nécessaire.
Dans des études antérieures nous avons pu montrer qu’une 
proéine non membranaire pouvait être exprimée à la surface des 
Novirhandovirus par la fusion avec la peptide signal et la région 
transmembranaire de la glycoprotéine G des Novirhabdovirus. 
Cela représente un intérêt pour le développement de vaccins 
contre des virus non enveloppés comme par exemple le virus de 
la fièvre aphteuse.  
Des études sont actuellement en cours pour le développement 
de nouveaux vaccins basés sur cette plateforme vaccinale pour 
lutter contre des pathogènes tels que le virus Chikungunya, un 
arbovirus ou bien encore le virus respiratoire syncytial qui affecte 
les jeunes enfants et jeunes bovins.
Figure 7 : Cette figure regroupe tous les résultats d’immunisations et de protections des souris injectées en absence d’adjuvant avec les virus recombinés vSHV-HA 
ou vNHI-HA, puis soumises au virus d’épreuve H1N1.
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